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RESUMO

Esponjas sdo animais filtradores, fixados em pedras submersas e/ou galhos de arvores em
locais de enchentes periddicas. As poriferas de dgua doce, conhecidas na regido Amazonica
como cauixi, cauxi ou caui, sdo relatadas desde o inicio do século XX como causadoras de
dermatose. Diferentemente das esponjas marinhas, que sdo estudadas de forma corrente em
relacdo as suas propriedades bioldgicas, a quimica das esponjas dulciaquicolas, na Amazonia,
ndo € conhecida, permanecendo aberta esta lacuna. Com o objetivo de determinar a parte da
porifera que provoca a reagdo dermatoldgica, foi realizado um estudo experimental utilizando
trés formas de preparo de esponjas de agua doce (esponjas integras, maceradas e suas
espiculas isoladas). Para o experimento foi utilizada a esponja dulciaqiiicola Drulia
uruguayensis. O experimento foi dividido em duas fases: primeiro, foi determinada a cinética
da dermatose causada pela esponja (utilizando a esponja macerada), tendo, como controle,
esparadrapo microporoso hipoalérgico; e segundo, foram testados as outras duas formas de
preparo: esponja integra e espiculas isoladas, utilizando os horérios de 2, 4 e 12 horas,
provenientes da cinética. As células de acdo comum em uma reacao inflamatdria (mastocitos,
eosinofilos, neutréfilos) mais linfocitos intra-epiteliais e mastocitos degranulados, foram
contados, para servir de parametro, a fim de determinar qual das formas de preparo das
esponjas induziu maior reacdo. Estudo histopatolégico avaliou os efeitos da esponja no
tegumento. Os resultados obtidos, utilizando ANOVA fatorial, mostraram que a esponja
integra provocou maior reacdo inflamatéria (p = 0,000005) ativando, principalmente,
mastécitos (p = 0,0018). A analise histopatoldgica mostrou pequena perda de continuidade da
epiderme nas aplicagdes com espiculas isoladas e esponja integra, e adelgacamento na
aplicacdo com esponja macerada, além de leve espessamento da epiderme no controle-
esparadrapo. Esses achados permitem deduzir que, em um primeiro contato, a esponja
estruturalmente integra, pode causar maior reacdo inflamatoria pela sua capacidade de causar
perfuracGes na pele e permitir a entrada de agentes inflamatdrios. A esponja macerada, por
ndo conseguir perfurar o tegumento, provocou adelgacamento da epiderme com menor reacéo
inflamatoria, possivelmente por conter fragmentos rigidos e possiveis quimicos ndo
conhecidos. As espiculas isoladas, limpas e autoclavadas, ndo causam reacdo dérmica, ficando
seu papel restrito a acdo mecéanica. O estudo sugere o uso de esponjas integras, limpas e
autoclavadas, para verificar a manutencdo da capacidade de induzir dermatose. Além do uso
dos outros componentes da esponja para verificar a participacdo destes na reacdo inflamatdria.

Palavras-chave: cauixi, dermatose, Drulia uruguayensis, esponja de dgua-doce, porifera
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ABSTRACT

Sponges are filters animals fixed in stones submerged and/or on branches of trees in places of
periodical floods. The freshwater poriferans, known in the Amazon region as cauixi, cauxi or
caui, are reported from the beginning of the twentieth century as causing of dermatosis.
Differently from marine sponges, which are studied in a such relation to their biological
properties, the chemistry of sponges freshwater in the Amazon region, are not known, this
way this gap still open to research. With the objective to define which part of the poriferan is
causing the dermatological reaction, it was done an experimental study using three forms of
tillage freshwater sponges (sponges undamaged, macerated and the isolated spikes). To
perform the experiment was used the freshwater Sponge Drulia uruguayensis. The
experiment was divided in two stages: The first one, was to determined the Kinetics of
dermatosis caused by sponge (using a macerating sponge), obtaining as control, a
hypoallergenic microporous plaster; as second action, were tested the other two forms of
process: full sponge and isolated spikes using the schedules 2, 4 and 12 hours came from
kinetics. The cells of common action in an inflammatory reaction (mast cells, eosinophils,
neutrophils) more intra-epithelial lymphocytes and degranulated mastocytes, were counted, to
serve as a parameter, in order to determine which of the forms of trim induced a higher
reaction of sponges. Histopathological studies evaluated the effects of the sponge in the
tegument. The results obtained by ANOVA, showed that the full sponge caused more
inflammatory reaction (p = 0.000005) stimulating mainly, the mastocytes (p = 0.0018). The
Histopathological analysis showed small loss of continuity of the epidermis in applications
with isolated spikes and full sponge, and streamlining in the application with macerating
sponge besides the mild thickening on the epidermis in the plaster control. These studies
allow to deduce that, in a first contact, a full structurally sponge, may cause major
inflammatory reaction by its capacity to cause drilling in the skin and allowing the entrance of
inflammatory agents. The macerating sponge, does not achieve bore the tegument, caused
streamlining of the epidermis with lower inflammatory reaction, possibly by containing rigid
fragments and possible by unknow chemical process. The isolated spikes, cleaned and
autoclaved, do not cause dermal reaction resulting the activity in a restricted mechanical
action. The studies suggests the using of undamaged sponges, cleaned and autoclaved to
verify the maintenance of the capacity to induce dermatosis, beyond the use of the other parts
of sponges to verify the participation of these components in the inflammatory reaction.

Keywords: cauixi, dermatosis, Drulia uruguayensis, freshwater sponge, poriferans
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1. INTRODUCAO

1.1. ORIGEM, MORFOLOGIA E BIOLOGIA DAS ESPONJAS.

As esponjas dulciaqliicolas e as marinhas pertencem ao filo PORIFERA (do latim
porus, poro + fera, portador de). Atualmente, ja foram descritas cerca de 15.000 espécies, das
quais, apenas 1% habita ambientes de agua doce (BELARBI, 2003). As esponjas sdo
organismos multicelulares primitivos, sésseis, encontrados, geralmente, fixos a substratos
(STORER, 2002).

Das trés classes do filo PORIFERA: Calcarea BOWERBANK, 1864, Hexactinellida
SCHMIDT, 1870 e Demospongiae SOLLAS, 1885, apenas 0s representantes da Ultima classe
se adaptaram as aguas doces. As trés familias de esponjas continentais com a maior
diversidade de espécies e distribuicdo geogréafica sdo: Metaniidae VOLKMER-RIBEIRO,
1986, Potamolepidae BRIEN, 1967 e Spongillidae GRAY, 1867, com ampla distribui¢cdo na
regido Neotropical, ocupando ambientes caracteristicos (MANCONI; PRONZATO, 2008;
VOLKMER-RIBEIRO, 1981, 1999).

As esponjas se desenvolveram durante a era Neoproterozoica (cerca de 1000 a 532
milhdes de anos) (MULLER, 1998 apud MULLER et al., 2006) e se separaram dos outros
metazoarios aproximadamente a 650 milhdes de anos (SCHACKE, 1994 apud MULLER et

al., 2006). Com as alteracBes geoldgicas que se seguiram, principalmente no Cretéceo,
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ocorreu uma invasao continental pelos oceanos. Os grandes mares interiores foram formados
ao longo de vérias Eras e, dessa forma, as esponjas invadiram 0s novos ambientes
(VOLKMER-RIBEIRO; ROSA-BARBOSA, 1979; VOLKMER-RIBEIRO; PAULS, 2000).
Com o recuo definitivo das aguas, foram formados os grandes lagos salinos que, ao longo de
milhares de anos, se desalinizaram pelo fluxo continuo de agua doce, proveniente dos rios que
desembocavam em tais lagos. Isto permitiu que as esponjas tivessem o tempo necessario para
se adaptarem a nova condicdo ambiental. Em uma nova etapa da selecdo natural, as esponjas
com capacidade de formar gémulas constituiam a grande maioria, 0 que garantiu a passagem
de um ambiente de lagos para 0s rios de agua corrente e, a seguir, para ambientes de
inundacéo temporéria (VOLKMER-RIBEIRO; PAULS, 2000).

As esponjas obtém seus alimentos por meio de um eficiente sistema de filtragem o
qual retém planctons, bactérias e pequenas particulas organicas. Ndo possuem tecidos
verdadeiros ou sistemas de 6rgdos e apresentam certo grau de independéncia (STORER,
2002).

As esponjas sdo formadas por poucos tipos de células, algumas com movimentos
amebdides. Estas incluem: os pinacOcitos, que sdo células de revestimento externo
(pinacoderme externa) e, tambeém, interno (pinacoderme interna) nos locais onde ndo ha
cobertura por parte dos coandcitos (coanoderme). Estas Ultimas sdo células fagocitéarias que
possuem um flagelo no centro do seu pdlo apical. Este flagelo gera um fluxo continuo da dgua
adjacente que passa através de 35 microvilosidades, cuja forma em palicada ao redor do
flagelo permite a filtracdo dos nutrientes da esponja. As particulas retidas descem até a base
das microvilosidades e sdo fagocitadas, enquanto proteinas dissolvidas sofrem pinocitose. Os
pinacdcitos também sdo fagocitarios, mantendo livre de microorganismos a parede da esponja
(KUKENTHAL, 1986).

Os coléncitos produzem fibra coldgena e substancia  fundamental
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(mucopolissacarideo) que formam o mesohilo. Este tecido gelatinoso abriga outras células
com funcdes distintas, tais como os midcitos, responsaveis pela capacidade contrétil do
tecido; os trofécitos que processam e distribuem o alimento capturado pelos coandcitos as
outras células e os arquedcitos, que sdo células indiferenciadas. Os espongidcitos sdo células
existentes nas esponjas silicosas que produzem o colageno, denominado espongina, que serve
para unir as espiculas entre si (KUKENTHAL, 1986).

As espiculas, produzidas pelos esclerdcitos, compdem o esqueleto de sustentacdo das
populacdes de células das esponjas. Estas podem ser de carbonato de calcio (CaCOs) ou
formados por silica hidratada amorfa (SiO,.nH,0) (MULLER et al., 2005; URIZ, 2006).

As espiculas das esponjas de agua doce séo silicosas e de muitos tipos, tamanhos e
formas, constituindo os elementos primordiais para a sistematica do grupo. Porém, alguns
autores mencionam que os caracteres morfolégicos e esqueléticos sdo insuficientes para o
estudo filogenético do grupo. Por isso, varios caracteres ndo-tradicionais como: a presenca de
metabdlitos secundarios, sequéncia molecular, caracteristicas embrionérias e citoldgicas, estdo
sendo avaliados, em pesquisas recentes, para auxiliar no estudo taxonémico e filogenético das
esponjas (MEIXNER et al., 2007; REDMOND et at., 2007).

As espiculas maiores ou megascleras constituem o reticulo, que formam o esqueleto e
que conferem certa rigidez ao animal, e estdo divididas em duas categorias de tamanhos:
megascleras alfa e beta. Espiculas diminutas, denominadas microscleras, sdo ainda
encontradas no pinacoderma. A maioria dessas esponjas forma corpos de resisténcia,
chamadas de gémulas, que possuem, em seu interior, células totipotentes que clonam novos
individuos quando as condi¢fes ambientais voltam a ser favoraveis. Para maior protecdo, a
gémula é coberta por uma capa de espongina incrustada de pequenas espiculas ou escleras, as
gemoscleras (VOLKMER-RIBEIRO; PAULS, 2000).

Por seu aspecto fisiolégico (animais filtradores) e estrutural (esqueleto de silica), as
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esponjas influenciam diretamente o ambiente em que se encontram. Ao reter silica para
constituir seu esqueleto, as esponjas podem influenciar o crescimento de uma espécie em
detrimento de outra - por exemplo, o predominio de uma alga Desmidia unicelular sobre as
diatomaceas - (MELAO, 1999). As esponjas podem, ainda, contribuir para a eliminacio de
bactérias patogénicas como a Escherichia coli (MADRID, 1967 apud VOLKMER-RIBEIRO,
1999).

Os conhecimentos taxonémicos e do habitat das esponjas de agua doce, da Regido
Neotropical, vém propiciando aplicagdes em diversas ciéncias ambientais, como indicadores
de aguas em condicGes naturais, de habitat ou ecossistemas e paleontoldgicos, devido a

resisténcia das espiculas, principalmente, em ecossistemas lacustres (BATISTA, 2007).

1.2. DRULIA URUGUAYENSIS

A espécie Drulia uruguayensis € endémica na América do Sul, tendo seu primeiro
registro feito para o Rio Uruguay (EZCURRA-DE-DRAGO, 1975 apud VOLKMER-
RIBEIRO; TAVARES, 1993). Esta espécie foi identificada por VVolkmer-Ribeiro e Tavares,
em 1993, nas Praias Vermelha e do Araria, a margem direita do rio Tapajos, Estado do Par3,
Brasil.

Drulia uruguayensis possui cerca de vinte e cinco milimetros de espessura, quando
sobre pedras. Nos galhos submersos, sdo esféricas. A sua consisténcia, quando seca, € fragil e
quebradica. Partindo da base, se projeta vertical ou radialmente de forma arborescente, o
esqueleto formando malhas bem abertas. As gémulas séo encontradas em pacotes na base da
esponja, préxima ao substrato. Na maioria dos espécimes, as gémulas sdo abundantes e
nitidamente visiveis através do esqueleto aberto da esponja (VOLKMER-RIBEIRO;
TAVARES, 1995).

As espiculas que formam o esqueleto da espécie Drulia uruguayensis sdo classificadas
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como: a) Megascleras alfa (espiculas lisas e afiladas): possuem comprimento variando de 312,
8 a 818, 8um e largura de 13,8 a 55,2um; b) Megascleras beta (espiculas lisas ou espinhentas
com extremidades também afiladas): sdo abundantes, formam as capsulas das gémulas e
possuem comprimento variando de 145,3 a 391,0um e largura de 13,8 a 451um; c)
Microscleras (muito delgadas e retas): tem dimensdes variando de 17,0 a 80,0um de
comprimento e 1,1 a 4,0um de largura; e d) Gemoscleras podem, eventualmente, existir duas
categorias: uma que € sempre presente, medindo 19,6 a 32,1um de didmetro e outra com
dimensbes variando de 75,4 a 96,0um de comprimento e 59 a 81um de largura

(VOLKMER-RIBEIRO; TAVARES, 1995).

1.3. COMPONENTES QUIMICOS ISOLADOS DAS ESPONJAS.

Produtos com atividades bioldgicas produzidos pelas esponjas marinhas foram bem
documentados na literatura, inclusive para as espécies encontradas na costa brasileira, tais
como: a halitoxina, alcaldide alquilpiridina extraido da esponja Amphimedon viridis, que
induziu atividade antibacteriana, antifiungica (MURICY et al., 1993), hemolitica, citotdxica,

antimitdtica, neurotdxica e letal (BERLINCK et al., 1996); a 1,3-Dimetilisoguanina, purina

isolada também da espécie A. viridis, que promoveu aumento da contracdo, por estimulacdo
do plexo mioentérico, do musculo longitudinal do trato gastrointestinal de cobaias
(CHEHADE et al., 1997); e os alcaldides, isolados da esponja marinha Arenosclera

brasiliensis, arenosclerina A, B, C e a haliclonaciclamina E (TORRES et al., 2000). Estes

alcaldides apresentaram atividades: citotoxica, contra células de linhagem cancerigena, e
antibacteriana — inclusive para linhagens de Staphylococcus aureus, bactérias antibi6tico-
resistente (TORRES et al., 2002).

Cerca de 30 e 50 compostos constituidos por 3-alquilpiridinium e 3-alquilpiridina,

respectivamente, com diferencas estruturais, foram isolados de esponjas marinhas da Ordem
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Haplosclerida. Esses compostos servem como marcadores quimicos para a determinacdo das

esponjas, dessa Ordem. Sais poliméricos de 3-alquilpiridinium (poli-APS), isolados da

esponja marinha Reniera sarai, apresentaram amplo espectro de atividades biol6gicas. A mais
importante atividade induzida pelo poli-APS foi a inibicdo da acetilcolinesterase. Essa
inibicdo foi observada com concentrac6es baixas do poli-APS, pois, em altas concentracdes,

induziu hemolise e agregacdo plaquetaria (TURK; FRANGEZ; SEPCIC, 2007).

1.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS CAUSADAS PELOS EXTRATOS DE ESPONJAS.
Além dos componentes isolados, bioensaios com extratos de esponjas marinhas foram
utilizados para verificacdo de atividades bioldgicas. No Brasil, Monks e colaboradores (2002)
analisaram os efeitos bioldgicos de dez esponjas marinhas e em quatro esponjas (Polymastia
janeirensis, Haliclona aff tubifera, Mycale arcuiris e Raspailia (syringella) sp.) observaram
acdo citotoxica para trés linhagens de células tumorais humanas: HT29 — adenocarcinoma do
colén humano, U373 — astrocitoma glioblastoma humano e NCI-H460 — carcinoma pulmonar
de células grandes. Os extratos das esponjas Polymastia janeirensis, Mycale arcuiris,
Raspailia (syringella) sp., Guitarra sp., Tedania ignis e Pseudaxinella reticulata
apresentaram atividades antiquimiotaticas. As espécies Axinella corrugata e H. aff tubifera
apresentaram atividade antibacteriana e, nove espécies de esponjas, demonstraram efeito
antifungico. Rangel e colaboradores (2001) ao estudarem extratos de 24 esponjas para as
atividades antimitotica (citotoxica), hemolitica e neurotdxica, constataram que, dessas, 13
(54%) induziram de moderada a forte toxicidade. As espécies Amphimedon sp., Arenosclera
brasiliensis e Geodia corticostylifera apresentaram forte atividade hemolitica; as espécies
Aaptos sp., A. brasiliensis, G. corticostylifera, Axinella corrugata, Mycale laxissima e
Raspailia elegans, atividade citotoxica; e A. brasiliensis, G. corticostylifera, G. gibberosa e

Stelletta sp, atividade neurotdxica. Em outro bioensaio, os extratos das espécies Geodia
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corticostylifera, Monanchora arbuscula e Amphimedon compressa apresentaram potentes

atividades antimitdtica, antiproliferativa e hemolitica (FERREIRA et al., 2007).

1.5. SINAIS E SINTOMAS CAUSADOS PELO CONTATO COM AS ESPONJAS
MARINHAS.

Existem poucos relatos cientificos sobre acidentes com esponjas marinhas ou de agua
doce. Ishister e Hooper (2005) realizaram ampla revisdo bibliografica, sobre os sinais e
sintomas causados pelo contato com esponjas marinhas, da qual foram extraidos alguns
exemplos. Das esponjas marinhas identificadas pelos autores como lesivas a pele, as espécies
Tedania ignis (esponja de fogo), T. nigrescens e T. anhelans provocam, apés o contato inicial,
prurido e dolorosa irritacdo local. Esses sinais e sintomas persistem de 15 minutos a 24 horas.
Em alguns casos, surgiram como reagdo tardia: dor, prurido, eritema, edema, bolhas e
descamacéo. Os casos de dermatose causados pela Tedania sp. foram relatados em regides da
india Ocidental, Estados Unidos e Australasia. Em dois acidentes causados por Tedania sp.
foram observados os seguintes sinais clinicos: rigidez nas pontas dos dedos, eritema, prurido,
ardéncia e dor local. Sintomatologia semelhante foi observada para os pacientes acidentados
com a esponja vermelha, Microciona prolifera, que ocorre nos Estados Unidos e induz
eritema, edema associados com rigidez das articulagbes, podendo surgir bolha. Tais lesdes
podem permanecer durante meses.

A esponja da Australia do Sul, Neofibularia mordens, por sua vez, induz irritacdo
local, sensacdo de fragmentos de vidro no local afetado, evoluindo para prurido e dor severa,
associados com eritema e edema. Esses sintomas duram de dias a Semanas e raramente ocorre
descamacdo (ISBISTER; HOOPER, 2005).

Na Ameérica do Norte, acidentados com a espécie Fibula nolitangere apresentaram dor

local e edema, cerca de uma hora apds o contato. Para a esponja Biemna saucia, espécie
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oriunda da regido da Australia do Norte, 0s sinais e sintomas iniciais sdo eritema e dor local,
que podem permanecer por duas horas, ap6s contato. Esses sinais sdo seguidos de grave
dermatite - inflamagdo com forte prurido, inchago e dor no local afetado - que persiste por
varias horas. J4, 0s pacientes acidentados pela espécie Haliclona sp. apresentaram, apenas,
intensa irritagdo local (ISBISTER; HOOPER, 2005).

Outros autores, também, relataram sinais clinicos tais como: edema, prurido, eritema,
vesiculas, rigidez, principalmente proxima as articulacbes, descamacdo da pele e dor,
apresentados pelos pacientes, ap6s contato com as esponjas marinhas (BURKE, 1997;
ROSSON; TOLLE, 1989; THOMAS; SCOTT, 1997). Além desses sinais e sintomas locais,
podem ocorrer manifestacdes sistémicas tais como: febre, arrepio, tontura, nausea, mal-estar e
caimbras musculares, quando grande extensdo de pele entra em contato com esponjas
(BURKE, 2002; THOMAS; SCOTT, 1997). Tais sintomas surgem poucos minutos apos o
contato e podem durar varios meses (BURKE, 2002; BURNETT, CALTON; MORGAN,
1987). ReacOes alérgicas podem surgir uma semana a dez dias, apos o contato (THOMAS;
SCOTT, 1997). O quadro 1 mostra, de acordo com 0s autores, 0S possiveis mecanismos

indutores de lesGes dérmicas das esponjas marinhas.

1.6. SINAIS E SINTOMAS CAUSADOS PELO CONTATO COM AS ESPONJAS
DULCIAQUICOLAS.

Vinte géneros e quarenta e quatro espécies de esponjas continentais foram registrados
para 0 Brasil, das quais, as mais estudadas, sdo as encontradas na Regido Amazonica. Na
Amaz0nia, as esponjas dulciaqiicolas sdo conhecidas, popularmente, com o nome indigena de
cauixi, cauxi ou caui (BRAZIL, 1938; MATTA, 1934; VOLKMER-RIBEIRO, 1999).
Segundo Matta (1934), o vocabulo se origina do guarani acai, queimar-se, que derivou em

cai, queimadura. Ja o termo cauicy, é formado por duas palavras da lingua nheengatd, ou tupi



Autor

Tipo de Reacdo

Mecanismo da Lesdo

Esponjas Marinhas
Causadoras

Local

Burnett; Calton; Morgan, 1987

Dermatite de
Contato

Toxinas na superficie da esponja.

Tedania ignis, Fibula
nolitangere, Microciona
prolifera

Hawai (EUA) e llhas do
Caribe

Rosson; Tolle, 1989

Dermatite de

Devido as toxinas nao identificadas

Contato produzidas pelas esponjas.
De_rmatlte Devido a fixacdo das espiculas na pele.
Irritante

Flérida e Hawai (EUA)

Thomas; Scott, 1997

Injdrias na pele**

1) As espiculas penetram na pele
causando pequeno ferimento. A leséo
aumenta se toxinas da esponja
penetram na pele por esse ferimento
(grifo nosso).

2) Contato direto com substancias
quimicas presentes na superficie das
esponjas.

Tedania ignis

Hawai, EUA

Burke, 2002

Dermatite

Toxinas na camada externa ganham a
derme pelo dano na epiderme causado
pelas espiculas.

Tedania ignis, Fibula
nolitangere, Microciona
prolifera, Haliclona
viridis, Neofibularia
mordens,
Myrmekioderma styx,
Stelleta clarella,
Lissodendoryx sp. e
Suberites inconstans

*k*k

Quadro 1 — Possiveis mecanismos indutores de lesdo dérmica provocados pelas esponjas marinhas segundo os autores.
* Espécies ndo informadas pelos autores
** Definicdo dada pelo autor
*** |_ocal ndo informado pelo autor

ve
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guarani. Caui significa coceira e cy mae, ou mae da coceira (BRAZIL, 1938).

Durante o longo periodo de convivéncia de populacfes indigenas com as esponjas, na
Regido Amazonica, devido, sobretudo, a abundancia dessa fauna nessa regido, as espiculas
silicosas foram deliberadamente utilizadas como antiplastico na confeccdo de utensilios de
ceramicas (BRAZIL, 1938; GOMES, 2005; HILBERT, 1955; MACHADO, 1947; MATTA,
1934) a fim de evitar rachaduras, do material, durante o cozimento. O uso das espiculas, no
fabrico das cerdmicas, causava lesGes dérmicas que foram notadas em oleiras indigenas
Carajas, por Machado, em 1947, em expedicdo a regido da Ilha do Bananal, Estado do
Tocantins, Brasil. Possivelmente, o primeiro relato de lesdo tegumentar, no Brasil, foi
registrado por Matta (1932), ao descrever um acidente com um trabalhador do transporte de
madeira, no Rio Solimbes. O paciente relatou ter entrado em um igarapé quase sem corrente
para empurrar um tronco de madeira. Ao tocar o tronco com as maos espalmadas, e com
forca, sentiu ardéncia e prurido. Ao tentar lavar as maos na dgua para abrandar a dor, ocorreu
piora deste sinal, sendo advertido, no mesmo instante, por companheiro amazonida, de que ali
havia cauixi. Apos seis horas do contato com a esponja, 0 paciente tinha os “dedos e regides
palmares com rubefacgdo intensiva, que ia em progressao decrescente até o terco superior da
face anterior dos antebracos” (MATTA, 1932).

Na literatura consultada, as esponjas de &gua-doce, responsaveis por acidentes,
pertencem aos géneros Ephydatia sp., Drulia sp. e Lissodendoryx sp. As espécies do género
Ephydatia provocam prurido local e vermelhiddo que podem persistir por uma a duas horas,
ap6s o contato (ISBISTER; HOOPER, 2005, MAGALHAES et al., 2006, VOLKMER-
RIBEIRO et al., 2006, VOLKMER-RIBEIRO; BATISTA, 2007). Para as esponjas do género
Drulia sp., pertencentes a familia Metaniidae, ja foram relatados acidentes que apresentaram
dermatoses (MAGALHAES et al., 2006), e outros de graves lesdes oculares (VOLKMER-

RIBEIRO; BATISTA, 2007). As lesdes oculares foram observadas em banhistas, que ao
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mergulharem de olhos abertos no Rio Araguaia, (Araguatins, Estado do Tocantins), entraram
em contato com espiculas das espécies Drulia uruguayensis e D. ctenosclera. (VOLKMER-
RIBEIRO et al., 2006; VOLKMER-RIBEIRO; BATISTA, 2007). No caso dessas lesdes foi
constatada a penetracdo no globo ocular das diminutas espiculas que revestem as gémulas
dessas duas espécies (VOLKMER-RIBEIRO et al., 2006). Uma rica espongofauna, onde se
incluiam as duas espécies, foi confirmada por levantamento posterior no rio, nesse local
(VOLKMER-RIBEIRO; BATISTA, 2007). Os componentes responsaveis pelas lesdes
dermatolégicas causadas pelas esponjas dulciaquicolas, ainda ndo foram determinados, assim

como, a histopatologia dessas lesdes.

1.8. JUSTIFICATIVA

Entre os agentes indutores de dermatose, encontramos na literatura dermatoses
ocupacionais (DA MATTA, 1932, MACHADO, 1947, THOMAS; SCOTT, 1997, BURKE,
2002) causadas por poriferas. Os estudos levam em conta apenas os casos clinicos referentes a
incidente por forga de trabalhos realizados por escafandristas, mergulhadores, nadadores,
pescadores (THOMAS; SCOTT, 1997), trabalhadores de limpeza urbana responsaveis pela
retirada de entulhos, plantas e sedimentos do leito de lagos e lagoas que ficam dentro das
cidades (LORENZ-SILVA, 2004) e outros profissionais que manipulam esses animais, tanto
em ambiente marinho tais como pesquisadores (ge6logos, gedgrafos, sistematas, bidlogos e
biomédicos) que estudam a espongofauna maritima e dulciaqlicola, além do grande nimero
de turistas (AMAZONASTUR, 2005). Mas, apesar do acidente relatado por Matta, em 1932,
poucos estudos foram feitos para elucidar quais os componentes responsaveis pelas lesdes
dermatolégicas, desencadeadas pelo contato com as esponjas de dgua doce, como também,
nao foram realizadas analises histopatoldgicas de tais lesdes.

Relatos recentes de casos, na Regi&o Amazonica (MAGALHAES et al., 2006;



27

VOLKMER-RIBEIRO et al., 2006; VOLKMER-RIBEIRO; BATISTA, 2007), de incidentes
envolvendo poriferas, apontam o género Drulia sp. como uma das principais responsaveis por
esses acidentes. Por isso, no presente trabalho foram realizados experimentos, em
camundongos, com a esponja Drulia uruguayensis, abundante na Regido Amazénica, para
verificar a capacidade indutora de reacdo dérmica pelo contato com essa espécie nas formas:

integra, macerada e com suas espiculas isoladas.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Estudo comparativo da dermatose causada pelas formas: integra, macerada e espiculas

isoladas, da esponja dulcicola Drulia uruguayensis, em camundongos.

2.2. ESPECIFICOS

- Verificar a capacidade indutora de dermatose da esponja de dgua doce Drulia uruguayensis

no seu estado integro, macerado e de espiculas isoladas, isentos de residuos ambientais.

- Verificar a reacdo inflamatoéria e tecidual na dermatose induzida pela esponja de agua doce
Drulia uruguayensis no seu estado integro, macerado e de espiculas isoladas, isentos de

residuos ambientais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ESPONJAS

3.1.1. Coleta — A coleta da esponja Drulia uruguayensis foi realizada na Praia de Aramanai,
municipio de Belterra, Estado do Para, em janeiro de 2007, no inicio da estacdo chuvosa. A
area escolhida foi um agrupamento de arvores delimitada pelas coordenadas 2°43°11” Sul /

55°0712” Oeste e 2°43°12” Sul / 55°0°13” QOeste (figura 01).

Figura 1 — Coleta da esponja Drulia uruguayensis. A area de coleta esta circundada por um circulo.
FONTE: Programa Google Earth.

3.1.2. Escolha das esponjas — Para o estudo foram escolhidos apenas os espécimes de Drulia

uruguayensis.
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3.1.3. Classificacao taxonémica — A confirmacdo taxonémica da espécie foi realizada pela
Doutora Cecilia Volkmer Ribeiro do Museu de Ciéncias Naturais da Fundacdo Zoobotéanica
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Todos os espécimes, utilizados neste
trabalho, foram identificados como pertencentes a espécie Drulia uruguayensis BONETTO &

EZCURRA DE DRAGO, 1968.

3.1.4. Preparo das esponjas para realizacdo dos experimentos — Todos o0s espécimes
coletados, foram lavados com agua para retirada da maior parte dos residuos ambientais
(areia, flora e fauna associados). Ap6s a limpeza, as esponjas foram pesadas, divididas em

partes iguais e preparadas como descrito a seguir:

3.1.4.1. integra — Os espécimes foram embalados em papel aluminio individualmente e

guardados no freezer a -20°C, até o momento do uso.

3.1.4.2. Macerada — Os espécimes foram macerados em graal de porcelana com auxilio do
pistilo, e apds, acondicionados em um Becker de plastico, o qual foi vedado com “parafilm” e

guardado em freezer a -20°C, até 0 momento do uso.

3.1.4.3. Espiculas isoladas — Para obtencdo das espiculas a técnica utilizada foi baseada na de
VOLKMER-RIBEIRO (1985), com modificacdes. Apds a limpeza, em agua corrente, a
secagem dos espécimes foi feita, em estufa, por cinco dias, a 30°C. Apos a secagem, um total
de 136,19 de esponja foi fragmentado e colocado em um Erlenmeyer de 1L contendo 250mL
de Acido Cloridrico PA. Esse material ficou imerso durante um més para completa dissolucéo
da matéria organica das esponjas. Apos esse periodo, foram acrescentados 1000mL de agua

quantidade suficiente para (g.s.p.) para diluir o &cido cloridrico. Todo o contetdo do
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Erlenmeyer foi repassado para um frasco de vidro de 2L com &gua g.s.p. a fim de diluir mais
0 &cido.

Posteriormente ao processo de decantacdo do material dissolvido no é&cido, todo
sobrenadante foi centrifugado para recuperacdo de qualquer conteldo ainda em suspenséo.
Apos esse processo, todo material dissolvido foi distribuido em 11 tubos do tipo “Falcon” de
50mL para inicio do processo de limpeza.

Ao material depositado nos tubos Falcon, foram acrescidos éter etilico e agua, em uma
proporcdo de 3:1, até completar o volume de 50mL e homogeneizados em agitador de tubos
tipo vortex (Marca Quimis, Modelo Q-220). Durante a decantacdo, as espiculas se
depositaram no fundo do tubo e o material contaminante ficou retido na interface agua-éter,
sendo retirado com auxilio de pipeta Pasteur de plastico. O material mais pesado, depositado
em cima das espiculas, também foi retirado, com auxilio da pipeta Pasteur, para que ndo
ocorresse a remocao das espiculas contidas no “pelet”.

O restante do residuo foi retirado por meio de ciclos sucessivos de adicdo de éter
etilico a agua previamente colocada para cobrir os “pelets”. Esta etapa foi realizada em capela
com exaustor. Depois desse processo, quando ja ndo havia material na interface, foi utilizada
apenas agua destilada para retirada dos residuos e limpeza final das espiculas.

Para retirada das particulas menores de material contaminante, depositado na
superficie do “pelet”, foi feito o uso de uma ponteira de S00uL. encaixada na ponta de uma
pipeta Pasteur de plastico. Apos isso, foi feita a homogeneizacdo pelo vértex, decantacdo e
posterior retirada da agua sobrenadante por aspiracdo com pipeta acrilica de 10mL.

No final dessa etapa, foi detectada, visualmente, areia misturada as espiculas. A
separacdo foi feita pela diferenca de densidade entre os graos de areia e as espiculas. Apos a
agitacdo da mistura no vartex, as espiculas foram retiradas, ainda em suspensao, enquanto 0s

gréos de areia decantavam.
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As espiculas isoladas foram distribuidas nos tubos tipo “Falcon” de 15mL. Cada tubo
recebeu espiculas, no maximo, até a marca de 3mL do tubo. A partir dai, foi feita a lavagem
das espiculas para retirada do éter e de qualquer resquicio do acido cloridrico existente. Para
isso foi repetida 25 vezes a sequiéncia que se segue:

1) Adicdo de 12mL de &gua destilada g. s. p.;

2) Homogeneizacdo em Vortex a velocidade méxima até suspenséo completa do pelet;
3) Centrifugacédo a 3.500rpm por 20 minutos;

4) Retirada do sobrenadante com pipeta de acrilico de 10mL.

Com as espiculas lavadas, o contedo dos tubos foi passado para uma bandeja forrada
com papel aluminio, que foi colocada na estufa para secagem, em duas passagens, de 3 horas,
a 80°C. A bandeja foi deixada para resfriar a temperatura ambiente (figura 6). As espiculas
foram pesadas em balanca analitica da marca Bioprecisa, modelo FA2104N. Aliquotas de

10mg de espiculas foram embaladas e autoclavadas a 120°C e 1 ATM.

3.1.5. Analise quimica das espiculas purificadas — As espiculas isoladas foram analisadas
pela técnica de fluorescéncia de raios —X por dispersao de energia (ED-XRF), no Laboratorio
de Analises de Combustiveis (LAPEC), do Departamento de Quimica, Universidade Federal
do Amazonas sob a orientacdo da Prof?. Doutora Claudia Candida Silva. Para a determinacéo
da composicdo quimica das espiculas os testes foram realizados em triplicata. As amostras
foram submetidas ao modelo Shimadzu EDX700, usando radiacdo Rh Ka, colimador em
10mm, em atmosfera de vacuo, varredura entre zero a 40KeV e tempo de exposicdo de 100

segundos.

3.2. ENSAIOS BIOLOGICOS
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3.2.1. Animais — Camundongos nédo-isogénicos, fémeas, adultas, com peso entre 18 e 22g
(20g + 2g), provenientes do Biotério Central do Instituto de Pesquisa da Amazdnia — INPA
foram utilizados nos experimentos. Os animais ficaram acondicionados em gaiolas de
plastico, sob temperatura controlada, recebendo agua e racdo a vontade, no Laboratério de
Rotina, do Laborat6rio de Patologia, da Escola Superior de Saude, da Universidade do Estado

do Amazonas, Manaus, Amazonas.

3.2.2. Preparo dos animais para realizacdo dos experimentos — Todos 0os camundongos
dos grupos-experimentais e dos grupos-controle foram tricotomizados parcialmente na regido

antero-dorsal, com tesoura limpa, no momento da aplicagdo (Figura 2A).

3.2.3. Obtencdo da cinética da dermatose — Para obtencdo da cinética de formacdo da
dermatose, foram utilizados oito grupos de camundongos (um grupo para cada hora, para
obtencdo da curva de cinética), com trés animais em cada grupo, que receberam a aplicacao
topica de 10mg de esponja macerada, escolhida aleatoriamente entre as trés formas de
preparo. Para a aplicacdo, as esponjas foram presas em esparadrapo hipoalérgico microporoso
da marca Cremer. Como controles foram utilizados quatro camundongos, nos quais foi
aplicado apenas o esparadrapo hipoalérgico microporoso, da marca Cremer. Os esparadrapos
e 0s esparadrapos com as esponjas foram colados, nos dorsos tricotomizados dos animais, por
um minuto. Apos a aplicacdo, os animais foram anestesiados e sacrificados com éter etilico
nos tempos 1, 2, 4, 6, 9, 12, 24 e 48 horas. Os animais controle-esparadrapo foram
sacrificados nos tempos 1, 6, 9 e 48 horas (um animal / hora). Dois camundongos foram
sacrificados 48 horas apds a tricotomia, para serem utilizados como controle-normal. Os
fragmentos de pele retirados foram colocados, individualmente, em cassetes e fixados com

formol a 10%.
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3.2.4. Teste da reacdo tegumentar para as formas preparadas com esponjas integras e
espiculas isoladas — Conforme os resultados obtidos no teste de cinética (item 3.2.3), 0s
animais foram separados em quatro grupos-testes, levando em consideracdo os horarios de
pico da atividade: 2, 4 e 12 horas apds a aplicacdo. Os grupos formados foram: Grupo | -
Controle normal - com seis camundongos, nos quais foi realizada apenas a tricotomia; Grupo
Il — Controle do esparadrapo - com seis camundongos, nos quais foram aplicados, na regido
tricotomizada, o esparadrapo hipoalérgico microporoso, da marca Cremer; Grupo Ill — das
espiculas isoladas — contendo doze camundongos, que receberam a aplicacdo de 10mg de
espiculas isoladas presas ao esparadrapo; Grupo IV - da esponja integra — composto por doze
camundongos, que receberam a aplicacdo de 10mg de esponja integra, presa ao esparadrapo.
Para as aplicacdes foram seguidos os mesmos procedimentos constantes no item 3.2.2.
As espiculas e a esponja integra foram presas no esparadrapo e colocadas em contato com a
pele tricotomizada dos animais (figura 2B) e mantidas por pressdo manual durante um
minuto, apds isso o esparadrapo foi retirado e o animal devolvido para a gaiola. Dois
camundongos de cada grupo-controle e quatro de cada grupo-experimental foram sacrificados
com éter etilico, nos os horarios previstos (2, 4 e 12 horas), considerando a hora de aplicacdo
para cada animal. Os fragmentos de pele retirados corresponderam a area de aplicacdo (figura

2C), sendo colocados, individualmente, em cassetes e fixados com formol a 10%.

Figura 2 — Preparo dos animais experimentais. A) Tricotomia parcial da regido dorso-anterior dos
camundongos; B) Aplicacdo de esponja integra na regido tricotomizada e C) Local da retirada de
parte da pele do animal anestesiado, que recebeu a aplicagdo do material. Tanto nos camundongos
controle quanto nos testes, foi realizado 0 mesmo procedimento.
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3.3. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E DIAGNOSTICO SOBRE OS TEGUMENTOS.

As amostras foram processadas, histologicamente, no Laboratério de Histopatologia,
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Amazonas, pela técnica em
Histopatologia, Maria de Fatima Barbosa.

A avaliacdo do comprometimento tecidual foi feita sob orientagdo da Professora
Mestre Luciana Botinelli Mendonga Fujimoto, Médica Histopatologista, da Faculdade de

Medicina, da Universidade Federal do Amazonas.

3.3.1. Organizacao dos fragmentos de pele para preparo dos blocos de parafina.

3.3.1.1. Do experimento de cinética (esponja macerada) — Os fragmentos de pele foram
distribuidos em novos cassetes para inclusdo e preparo dos blocos de parafina. Em cada
cassete foram reunidos todos os fragmentos do mesmo grupo dentro do mesmo horario,

conforme esquema abaixo:

TEMPO N °DE N° DE 0
GRUPOS (HORAS) ANIMAIS casseTEs |\ DEBLOCOS
Grupo Normal 48 02 01 01
1 01 01 01
Controle 6 01 01 01
Esparadrapo 9 01 01 01
48 01 01 01
1 03 01 01
2 03 01 01
4 03 01 01
Cinética 6 03 01 01
9 03 01 01
12 03 01 01
24 03 01 01

48 03 01 01
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3.3.1.2. Do experimento utilizando esponjas integras e espiculas isoladas — Os fragmentos de
pele foram distribuidos em novos cassetes para inclusdo e preparo dos blocos de parafina. Em
cada cassete foram reunidos todos os fragmentos do mesmo grupo dentro do mesmo horario,

conforme o seguinte esquema:

TEMPO o N° DE o
GRUPOS (HORAS) N ° DE ANIMAIS CASSETES N° DE BLOCOS
2 02 01 01
Grupo | - normais 4 02 01 01
12 02 01 01
Grupo I 2 02 01 01
esparadrapo 4 02 01 01
12 02 01 01
Grupo 11l —das 2 04 o1 o1
espiculas 4 04 01 01
12 04 01 01
Grupo 1V - das 2 04 o1 o1
esponjas integras 4 04 01 01
12 04 01 01

Os fragmentos de pele foram preparados em processador de tecidos (histotécnico) da
marca Lupe, como descrito a seguir: 0s cassetes passaram por 12 etapas com duracdo de uma
hora cada. Na primeira etapa, os cassetes foram mergulhados em alcool 96%; da segunda a
sétima, os fragmentos foram imersos em alcool absoluto PA, trés banhos de xilol constituiram
a oitava, nova e décima etapa, e, por fim, dois banhos de parafina, a 62°C, prepararam 0S
fragmentos de pele para inclusdo em parafina liquida. Apds a inclusdo, em formas de metal,
os blocos foram mantidos, por 24 horas, em temperatura ambiente, para o resfriamento e

endurecimento da parafina.
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3.3.1.3. Preparo das laminas histoldgicas — Passado esse periodo os blocos foram cortados em
micrétomo Universal Lupe, modelo MRP 03. De cada bloco foram confeccionadas cinco
laminas e, destas, trés foram hidratadas, como a seguir,: Xilol I = Xilol Il = Alcool Absoluto
= Alcool Absoluto = Alcool 95% = Alcool 70%, sendo que o tempo de duracéo para cada
etapa foi de um minuto.

As laminas foram coradas com a técnica da Hematoxilina — Eosina (APENDICE 01)
(duas laminas), Azul de Toluidina (APENDICE 02) (uma lamina) e duas laminas foram
mantidas como reservas, parafinadas. As laminas coradas foram desidratadas para montagem
da laminula como a seguir: Alcool 80% = Alcool Absoluto = Alcool Absoluto = Alcool
Absoluto = secagem em estufa = Xilol = montagem com a resina sintética Entellan Novo,

da marca Merck. O tempo utilizado, em cada passo, foi de um minuto.

3.3.2. Contagem das células — As células escolhidas para servirem de parametro a
verificacdo da capacidade indutora de dermatose pelas formas de preparo das esponjas foram:
mastdcitos totais (integros e degranulados) e mastdcitos degranulados em laminas coradas
com Azul de Toluidina; neutréfilos, linfocitos intra-epiteliais e eosinéfilos, em laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina. Em ambos os experimentos, a contagem das células foi
realizada no Microscopio Optico da marca Olympus CX40. A contagem foi feita as cegas,
sendo, para cada animal, contados dez campos com objetiva de 40x. A média e o desvio
padrdo das contagens celulares de cada grupo foram calculados para a montagem do gréafico
de cinética.

As fotomicrografias foram feitas com maquina fotogréfica da marca Olympus, modelo

FE-210, utilizando microscopio da marca Nikon, modelo YS100.
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3.3.3. Andlise estatistica — Para determinar qual forma de preparo das esponjas teria maior
capacidade indutora, foi feita a comparacdo entre os trés preparos utilizando a Analise de
Variancia Fatorial (ANOVA Fatorial). Estas andlises foram feitas atraves do software

estatistico Statistica, versao 7.0, com nivel de significAncia p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESPONJAS

Para o estudo foram escolhidos apenas os espécimes de Drulia uruguayensis
morfologicamente iguais aqueles provenientes do Museu Natural da Fundacdo Zoobotanica
de Porto Alegre (RS) (figura 3), os quais serviram de referéncia para a coleta. Alguns
espécimes foram excluidos, pois estavam unidos a outras espécies diferentes de esponja. A
confirmacdo taxonémica da espécie foi realizada pela Doutora Cecilia VVolkmer Ribeiro do
Museu de Ciéncias Naturais da Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul. Apds a analise taxondmica das espiculas isoladas, foi constatada a

presenca apenas da espécie Drulia uruguayensis.

4.2. RENDIMENTO DAS ESPICULAS ISOLADAS.

Do material coletado, ap6s lavagem para a retirada de contaminantes, restaram 136,1 ¢
de esponja, que foram utilizados para obtencdo das espiculas isoladas. Apds o processo, 0
rendimento final das espiculas isoladas foi de 83,98 g, 0 que correspondeu a 61,7% do peso

total da esponja in natura.



40

Figura 3 — As esponjas coletadas na Praia do Aramanai, municipio de Belterra, Para (A), foram
separadas (B) pela comparacdo com os exemplares provenientes do Museu Natural da Fundagéo
Zoaobotanica de Porto Alegre (RS) (C)

As figuras 4 e 5 mostram o aspecto do material durante o processo de purificagdo das

espiculas e a figura 6 mostra o aspecto final do processo.

4.3. ANALISE QUIMICA DAS ESPICULAS PURIFICADAS

A andlise quimica das espiculas purificadas constatou a presenca dos seguintes
componentes (concentragcbes em porcentagem): Silica, 18,862%; Calcio, 0,098%; Ferro,
0,002%; Cobre, 0,011%; Zinco, 0,002%, estando de acordo com o Uriz (2006), segundo a
qual, as espiculas, nas esponjas siliciosas, sdo formadas de silica com tracos de outros
elementos, como enxofre, aluminio, potassio, calcio e sédio. Ndo foi possivel determinar os

outros compostos presentes na espicula pela sensibilidade limitada da técnica utilizada.

remocao dos residuos; B) Retirada do material dissolvido com pipeta Pasteur de plastico - observar o
“pelet” de espiculas no fundo do tubo e C) Aspecto do material apds a remogao dos residuos
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Figura 6 — Aspecto final das espiculas isoladas antes (A) da secagem em estufa (B). C) Espiculas
prontas para serem acondicionadas em béquer de plastico e guardadas em freezer

4.4. CINETICA DA DERMATOSE (ESPONJA MACERADA)

No Quadro 2 estdo apresentados as médias e desvios padrdes usados para montagem
dos graficos de cinética, tanto do teste, utilizando a esponja macerada, quanto do controle-
esparadrapo, assim como as médias e desvios padrdes do controle normal.

Na cinética da dermatose, nos animais que receberam a esponja macerada (Grafico 1),
foram observadas as seguintes variagdes celulares.

Na primeira hora foram observados um pico de mastdcitos totais (34,30), juntamente,
com a rapida ascendéncia no niumero de mastdcitos degranulados (5,40) e forte queda no
namero de eosinofilos (2,27). Os neutréfilos tiveram leve queda (0,23) na quantidade e o

namero de linfocitos intra-epiteliais ndo sofreu alteracéo (0,30).
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Na 22 hora, a quantidade de mastécitos totais decaiu (27,07), enquanto a de mastocitos

degranulados alcancou o seu pico (8,43). Neste horério, houve aumento dos nimeros de

eosinofilos (3,00) e neutréfilos (0,27). O nimero de linfocitos intra-epiteliais diminuiu (0,27).

Horéario

48

1
6
9
48

48

Linfécitos IE Neutréfilos
CONTROLE NORMAL

0,30+0,47

0,70+0,95
0,70+0,82
0,50+0,85
0,50+0,53

0,30+0,47
0,27+0,52
0,57+0,68
0,30+0,53
0,33+0,48
0,27+0,45
0,27+0,45
0,43+0,68

0,25+0,44

CONTROLE-ESPARADRAPO

0,40+0,70
0,10+0,32
0,30+0,48
0,10+0,32

0,23+0,43
0,27+0,58
0,63+0,76
0,73+0,74
0,33+0,55
0,57+0,77
0,17+0,38
0,30+0,53

Eosindfilos

4,15+2,35

4,40+2,99
3,30+2,11
3,60+2,37
3,30+1,57

EXPERIMENTO TESTE (ESPONJA MACERADA)

2,27+1,66
3,00+1,84
4,90+3,03
4,40+2,34
4,57+1,96
3,40+2,18
4,00£2,30
3,27+2,03

Mastacitos

25,95+6,47

30,70+6,43
22,50+5,66
30,2045,94
20,70+4,11

34,30+13,68

27,07+8,55
26,20+9,86
30,53+7,63
31,30+8,77

36,20+11,43
29,17+10,75

25,17+7,42

Degranulados

2,50+3,86

4,10+3,63
8,10+3,45
3,10+2,51
3,20+4,69

5,40+8,13
8,43+8,72
1,70+2,05
2,47+3,80
3,63+3,08
3,60+3,54
3,20+2,85
2,73+1,57

Quadro 2 — As médias e desvios-padrdes obtidos nos grupos e utilizados na montagem dos graficos

de cinética

A partir da 22 hora, ocorreu declinio do nimero de mastocitos até a 42 hora (26,20),

entdo ocorreu uma nova ascendéncia dos mastocitos, que atingiram um novo pico (36,20), na
122 hora, ap0s a aplicacdo. O pico observado na 122 hora foi maior do que o registrado para a

12 hora. Nesse interim, o nimero de mastdcitos degranulados diminuiu abruptamente, até

atingir a sua menor quantidade, observada na 4% hora (1,70). Logo apds, o numero de

mastécitos degranulados aumentou gradativamente (2,47) até atingir o seu platdé (3,60),

observado na 12% hora. A quantidade de ambos, mastécitos totais e degranulados, voltou a

diminuir da 122 a 48 hora, atingindo valores proximos ao basal (25,17 e 2,73,

respectivamente).
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Os eosindfilos continuaram em ascencdo da 22 a 42 hora, momento em que apresentou
seu maior valor (4,90). A partir desse horario, houve ocilagdes da 6 a 48?2 hora, com valores

menores em cada queda registrada, sendo a mais perceptivel na 122 hora.

35,0
30,0 1
25,0

20,0 1

—8— Mastdcitos
—o— Degranulados

15,0 4

10,0 4

5,0 1

0,0 e e L L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 horas

5,0 A

4,0

3,0 —8— Eosindfilos
—x— Neutréfilos

—o— Linfdcitos IE

2,0

1,0 A

@M\\//JQ

*—

0,0 e L B e e e e B e B L e e s B e s B e B s s B s s By B s B L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 horas
Gréfico 1 — Cinética de mastécitos e mastécitos degranulados (A); e eosindfilos, neutréfilos e
linfocitos intra-epiteliais (B) na dermatose induzida pela esponja de agua doce Drulia uruguayensis

utilizando seu preparo por maceragdo. O valor zero, no eixo das horas, representa a quantidade da
celula no animal normal 48 horas ap0és a tricotomia
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Gréfico 2 — Cinética dos mastdcitos e mastécitos degranulados (A) e eosindfilos, neutréfilos e
linfécitos intra-epiteliais (B) utilizando esparadrapo como controle. O valor zero, no eixo das horas,
representa a quantidade da célula no animal normal 48 horas apés a tricotomia

Os linféocitos intra-epiteliais alcancaram o pico, na 42 hora, decaindo até a 6% hora

(0,30). Essa quantidadede linfocitos intra-epiteliais, até a 242 hora, foi mantida com leve
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oscilacdo. Na 48% hora houve novo pico (0,43), porém, menor do que o observado
anteriormente, na 42 hora.

O numero de neutrofilos aumentou a partir da 22 hora e atingiu o pico, na 62 hora
(0,73). A quantidade de neutréfilos diminuiu na 92 (0,33) e, na 122 hora, outro pico de
neutréfilos foi observado (0,57), mas esse pico foi menor que o primeiro, o da 62 hora. Na 242
hora houve diminui¢do mais acentuada do nimero de neutréfilos (1,7), do que a obtida na 92
hora, e na 482 hora, um discreto aumento (0,30), foi observado.

No controle-esparadrapo, houve aumento na quantidade de mastdcitos na 12 hora
(30,70) com queda acentuada na 62 hora (2,50) e nova elevagéo na 92 hora (30,20), sendo esse
novo pico similar ao da 12 hora. Apos isso, a quantidade de mastdcitos caiu continuamente até
a 48?2 hora (20,70), ficando abaixo do valor basal (25,95). Os mastécitos degranulados tiveram
continua elevacdo até a 62 hora (8,10), sendo seu pico maximo nesse horario. Apds, na 92
hora, sofreu diminuicdo (3,10) que se manteve constante até a 482 hora (3,2), estando este
valor acima do basal (2,50).

Os eosino6filos tiveram leve aumento na 12 hora, seguida de uma forte queda na 62 hora
(3,30). Na 92 hora a quantidade de eosinofilos aumentou discretamente (3,6), tendo ligeira
queda na 482 hora (3,30).

A quantidade de linfécitos intra-epiteliais aumentou na 12 hora (0,70), mantendo esse
valor até 62 hora. Apoés discreta queda (0,50), o novo valor se manteve até a 482 hora, ficando
acima do valor basal (0,30) neste horario.

Os neutrofilos tiveram discreta elevacao (0,40) na 12 hora, com queda na 62 (0,10) e
nova ascendéncia na 92 hora (0,30), a partir da qual decresceu até a 482 hora (0,10), ficando
com o mesmo valor da 62 hora.

Ao comparar 0 experimento teste com o controle-esparadrapo, foi observado que 0s

mastdcitos totais, apds a 12 hora, decairam, tanto no teste quanto no controle. No entanto, a
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partir da 42 hora, enquanto no controle houve queda continua até a 6 hora, o teste mostrou
elevacdo do nimero de mastocitos totais até esse horario. Em seguida, os mastdcitos totais,
tanto no teste quanto no controle-esparadrapo, tiveram elevacdo em suas quantidades até a 122
hora, para, em seguida, ambos decairam até a 482 hora. Nessa hora, o valor do experimento
teste ficou abaixo do basal, assim como o controle-esparadrapo, sendo este mais baixo que o
teste.

No tempo decorrido até a 92 hora, 0s mastocitos degranulados, tanto do teste quanto do
controle-esparadrapo atingiram picos com valores semelhantes, sendo o do teste maior. No
entanto, o pico gerado pelo teste foi alcancado na 22 hora, enquanto o do controle apenas na 62
hora apds a aplicacdo. Apos cada pico, a quantidade de mastocitos degranulados decaiu,
sendo a queda no valor do teste mais acentuado que no controle. A partir da 92 hora, ambos 0s
experimentos atingiram valores similares e permaneceram estaveis até a 482 hora.

Na 1% hora ap6s a aplicacdo, a quantidade de eosinofilos do teste caiu fortemente,
enquanto a do controle teve leve elevacdo. Apds alcangar seu pico maximo, o nimero de
eosindfilos no teste teve pequena diminuicdo, enquanto no controle a queda foi mais
acentuada. Depois da 9% hora, em ambos 0s experimentos, as quantidades de eosin6filos
tenderam a permanecer com valores estaveis e semelhantes até a 48% hora, tendo, nesse
horario, quantidades abaixo do basal.

Apbs a aplicacdo, o nimero de neutrofilos no teste caiu levemente na 12 hora,
enquanto que a quantidade no controle subiu acentuadamente. A partir desse momento, o
nimero de neutréfilos do teste teve forte ascendéncia até a 6% hora, sendo este seu pico
maximo, e o valor no controle decaiu acentuadamente. Na 92 hora, o nimero de neutrofilos do
controle e do teste mostraram valores muito préximos, sendo que os do teste vinham de uma
queda de quantidade e os do controle de uma ascendéncia. Apds outro aumento do nimero de

células na 122 hora, os neutrofilos do teste decairam, ficando, na 482 hora, com valor préximo
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ao basal, ao contrario do que ocorreu com os valores do controle que cairam até a quantidade
alcangada na 62 hora, bastante abaixo do basal.

A quantidade de linfocitos intra-epiteliais do controle-esparadrapo foi maior do que no
teste ao longo de todo o periodo de 48 horas. O pico maximo alcancado pelo controle logo na
primeira hora foi mantido até a 62 hora, ao contrario do ocorrido no teste em que o pico foi
alcancado na 42 hora, seguido de forte queda na 62 hora. No experimento teste, apds a 92 hora,
o numero de linf6citos intra-epiteliais teve leve oscilacdo até a 24% hora, seguida de uma
elevacdo que fez com que seu valor se aproximasse do apresentado pelo controle na 482 hora,

sendo esse valor, para o controle, igual ao da 92 hora.

4.5. COMPARACAO DA INDUCAO DE DERMATOSE PELAS TRES FORMAS DE

PREPARO DE ESPONJAS (MACERADA, INTEGRAS E ESPICULAS ISOLADAS).

A contagem das células, utilizadas como parametro de comparacdo da inducdo de
dermatose entre as trés formas de preparo das esponjas, foi realizada nos horérios de pico da
degranulacdo dos mastdcitos (2h), da quantidade de eosinofilos (4h) e o segundo pico de
mastdcitos totais (12h), oriundos da determinacgdo da cinética da dermatose usando a esponja
na forma macerada. Os horarios foram escolhidos por abranger as principais variacdes
celulares surgidas na cinética.

Para montagem dos graficos comparativos (Figura 9A e B) foram utilizadas as médias
e os desvios padrdes apresentados no Quadro 3. Os valores usados da esponja macerada foram
aqueles obtidos no experimento para determinagdo da cinética da dermatose. A Tabela 1
mostra os resultados estatisticos da comparacao entre as formas de preparo das esponjas.

No perfil cinético encontrado nos experimentos usando esponjas integras e espiculas

isoladas, comparando com os controles normal e esparadrapo, foram observadas as seguintes
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Hora Linfocitos IE Eosinéfilos Neutréfilos Mastocitos Degranulados

2 0,35+0,49  2,50+1,88 0,40+0,75 25,40+5,94 5,80+5,37
Normal 4 0,35+0,49  1,95+2,04 0,70+1,08 25,75+8,87 6,65+3,82
12 0,40+0,60  5,30+2,41 1,15+1,46 26,70+8,23 9,60+4,59

2 0,40+0,50  2,20+1,61 0,85+1,04 30,05+13,34 11,00+6,03
Esparadrapo 4 0,30+0,57  2,30+2,34 0,80+1,06 25,20+4,81 5,25+5,27
12 0,10+0,31  4,75+3,29 0,75+0,85 30,65+8,23 5,10+3,67

i 2 0,50+0,69  2,65+2,14 0,60+0,89 34,95+13,34 13,10+10,34
Esponja Integra 4 0,50+0,77  2,65+2,14 2,20£3,80 30,30+7,59  11,10+9,99
12 0,40+0,76  4,10+1,84 0,50+0,82 29,50+12,24  6,60+7,92

2 0,35+0,49  1,70£2,11 0,35%#0,82 30,40+7,56 6,05+4,51
Espiculas Isoladas 4 0,35+0,68  3,40+2,07 0,45+0,83 28,05+1511  4,80+4,45
12 0,10£0,31  2,40+2,19 0,35#0,49 23,4046,32 6,55+5,92

2 0,2740,52  3,00£1,84 0,27+0,58 27,0748,55 8,43+8,72
Esponja Macerada 4 0,5740,68  4,90£3,03 0,63%+0,76  26,20+9,86 1,70£2,05

12 0,27+0,45  3,40#2,18 0,5740,77 36,20+11,43  3,60+3,54
Quadro 3 — As médias e desvios-padroes utilizados na montagem dos graficos do experimento com
as formas de preparo das esponjas integra, espiculas isoladas e esponjas maceradas

variacOes celulares ao longo dos trés horarios analisados. O perfil cinético da aplicacdo da
esponja macerada foi mostrado no item 4.4.

Os animais em que foi aplicada a esponja integra apresentaram queda no nimero de
mastécitos da 22 para a 42 hora, e desta para a 122 hora, porém de forma mais discreta. Esta
variacdo foi diferente da encontrada nos controles, onde, no normal, o nimero de mastdcitos
aumentou levemente ao longo das horas e, no controle-esparadrapo, houve queda acentuada
de mastdcitos na 42 hora. Os mastocitos degranulados tiveram queda continua da 22 a 122 hora,
seguindo sentido inverso ao observado no controle normal (figura 9A), e levemente similar ao
ocorrido no controle-esparadrapo, onde houve estabilizacdo da 42 para a 122 hora. A variagao
entre a quantidade de eosinéfilos do teste e o controle-esparadrapo, da 22 a 42 hora, foi
semelhante, embora os valores do teste tenham sido maiores e, assim como nos controles
normal e esparadrapo, os eosinéfilos tiveram aumento no seu nimero na 122 hora, ficando
abaixo dos valores do controle. Apenas na 4% hora do controle normal, houve queda do

namero de eosinofilos, diferentemente do ocorrido com o teste usando esponja integra e o
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p <0,05
Normal 0,311505
Esparadrapo 0,849363
Aplicacdo Macerada 0,102783
integra 0,000005
Espiculas Isoladas ns*
Mastdcitos 0,000000
Degranulados 0,013353
Células Linfocitos IE 0,000000
Eosinofilos 0,000000
Neutrofilos ns*
Normal Mastdcitos 0,000631
Normal Degranulados 0,131484
Normal Linfécitos IE 0,578718
Normal Eosindéfilos 0,531871
Esparadrapo Mastdcitos 0,445886
Esparadrapo Degranulados 0,761292
Esparadrapo Linfocitos IE 0,835202
Esparadrapo Eosinofilos 0,805933
Aplicagdo/Células
Macerada Mastdcitos 0,260593
Macerada Degranulados 0,000002
Macerada Linfocitos IE 0,432441
Macerada Eosinofilos 0,044459
integra Mastécitos 0,014842
integra Degranulados 0,000310
integra Linfdcitos IE 0,037652
integra Eosinofilos 0,018397

Tabela 1 — Valores de p nas relagdes entre o tipo de aplicacdo e as células usadas com parametro,
assim como entre as formas de aplicacdo. p < 0,05 (* ns: ndo significante)

controle-esparadrapo. Linfdcitos intra-epiteliais permaneceram constantes da 22 para a 4°
hora, caindo levemente na 122 hora, variagdo diferente do controle normal, que seguiu sentido
inverso e similar ao controle-esparadrapo, cujos valores ficaram abaixo do linfocitos intra-
epiteliais do teste. Neutréfilos tiveram forte ascedéncia na 42 hora usando a esponja integra,
caindo fortemente na 122 hora, diferente do controle-esparadrapo, em que a quantidade de
neutrofilos permaneceu constante, e do controle normal, que teve aumento continuo no

nimero de neutrofilos até a 122 hora.
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Apos a aplicacdo das espiculas isoladas, 0 nimero de mastécitos decaiu até a 122 hora,
contrariamente ao controle normal, em que a quantidade aumentou discretamente até esse
horéario e com grande diferenca para o controle-esparadrapo, que teve queda na 42 hora, mas
manteve valores similares na 22 e 122 hora. Os mastdcitos degranulados tiveram queda na 42
hora e nova elevacdo na 122 sendo esse perfil diferente dos controles normal e esparadrapo,
que aumentaram e diminuiram de quantidade, respectivamente. Os eosinéfilos aumentaram de
quantidade na 42 hora, ficando abaixo dos maiores valores alcancados nos controles, além do
fato de que, nos controles, essa elevacdo se deu na 122 hora. A quantidade de neutréfilos
apresentou valores semelhantes ao longos dos trés horarios no experimento teste, ao contrario
do controle normal que foi ascendendo continuamente, mas similar ao ocorrido com o
controle-esparadrapo, apesar de que neste, a quantidade de neutrofilos foi maior que no teste.
Os linfécitos intra-epiteliais tiveram queda na 122 hora, tendo um perfil cinético semelhante
ao do controle-esparadrapo e diferente do controle normal que manteve valores estaveis nos
trés horarios.

Ao comparar as formas de aplicacdo com a reagdo inflamatéria (dada pela contagem
dos mastdcitos totais, mastécitos degranulados, eosindfilos, neutrofilos e linfocitos intra-
epiteliais), foi constatado, que: A) a esponja integra teve maior significAncia em causar reacao
tegumentar (p = 0,000005) (figura 10) e B) os mastdcitos foram as células com a variacao

mais acentuada (p = 0,0018).
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Figura 5 — Grafico mostrando a relagdo entre a esponja na forma integra e a variagdo do nimero de

células, com p < 0,05
FONTE: Software Statistica, verséo 7,0.
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4.6. ASPECTO HISTOPATOLOGICO CAUSADO PELAS FORMAS DE PREPARO DE

ESPONJAS (MACERADA, INTEGRAS E ESPICULAS ISOLADAS).

4.6.1 Controle normal

4.6.1.1. Duas horas — Cortes microscopicos de dois fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme mostrando apéndices
distribuidos de forma habitual e sem apresentar particularidades. Hipoderme constituida por

tecido adiposo (Apéndice 03 A).

4.6.1.2. Quatro horas — Cortes microscopicos de dois fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme mostrando apéndices
distribuidos de forma habitual e sem apresentar particularidades, feixes de fibras colagenas
arranjadas frouxamente, discreto infiltrado inflamatério difuso, constituido por neutrofilos,
eosintfilos, linfcitos, histiocitos e mastocitos, com ou sem degranulagdo. Hipoderme
constituida por tecido adiposo maduro e sem particularidades, entremeado com capilares

levemente dilatados e congestos (Apéndice 03 B).

4.6.1.3. Doze horas — Cortes microscopicos de dois fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme mostrando apéndices
distribuidos de forma habitual e sem apresentar particularidades, aumento do infiltrado
inflamatorio. Hipoderme sem particularidades com delicados capilares congestos (Apéndice

03 C).
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4.6.2 Controle esparadrapo

4.6.2.1. Duas horas — Cortes microscopicos de dois fragmentos de tegumento exibem
epiderme delgada constittuida por duas a trés camadas sem particularidades, exceto em area
periférica de um dos dois fragmentos no qual foi observada pequena area levemente espessada
da epiderme. Adjacente, derme exibindo infiltrado inflamat6rio evidente e difuso
representado por eosinofilos, neutrofilos, linfocitos e mastdcitos, com poucos degranulados.
No restante do fragmento, a derme apresenta infiltrado discreto e difuso. Apéndices e

hipoderme sem particularidades (Apéndice 04 A).

4.6.2.2. Quatro horas — Cortes microscopicos de dois fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada constituida por duas a trés camadas sem particularidades. A derme exibe
infiltrado difuso por toda extensdo da derme, a excecao e area na borda, que apresenta leve
concentracdo de células inflamatorias, representadas principalmente por mastocitos, com raros
degranulados, eosinéfilos, linfécitos e raros neutréfilos, em meio a fibra colagenas espessadas
e hialinizadas. Hipoderme constituida por tecido adiposo maduro e sem particularidades,

entremeados por capilares levemente dilatados e congestos (Apéndice 04 B)

4.6.2.3. Doze horas — Cortes microscopicos de trés fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme com infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario discreto e difuso, o qual estd entremeado por escassos
neutréfilos, eosinodfilos e frequentes mastocitos. Apéndices cutdneos sem particularidades.
Hipoderme constituida por tecido adiposo maduro e por delicados capilares com discreta

congestéo e vasodilatacdo (Apéndice 04 C)
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4.6.3 Esponja macerada

4.6.3.1. Duas horas — Cortes microscopicos de trés fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme delgada com
infiltrado inflamatorio linfohistiocitario discreto e focal, o qual esta entremeado por escassos
neutréfilos, eosindfilos e freqlientes mastocitos, com e sem mastécitos degranulados.
Apéndices cutaneos sem particularidades. Hipoderme constituida por tecido adiposo maduro e

por delicados capilares congestos (Apéndice 05 A).

4.6.3.2. Quatro horas — Cortes microscopicos de trés fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada constituida por duas a trés camadas sem particularidades, exceto em area
central em um, de trés fragmentos, no qual se observa adelgacamento da epiderme, com
presenca de camada de queratindcitos, com nucleo condensado e hipercromatico. Em
continuidade a esta area, edema discreto e hialinizacdo de fibras colagenas, entremeado com
discreto infiltrado constituido de mastdcitos, eosinofilos e neutrofilos (Apéndice 05 B). Nas
areas circundantes e em toda extensdo da derme presenca de minimo infiltrado inflamatério
com neutréfilos, eosindfilos, histidcitos e linfocitos, ao lado de apéndice sem alteracdo digna
de nota. Hipoderme constituida por tecido adiposo maduro e sem particularidades,

entremeados por capilares moderadamente dilatados e congestos.

4.6.3.3. Doze horas — Cortes microscopicos de trés fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme organizada com fibras
colagenas frouxas, com infiltrado inflamatério linfohistiocitario discreto e difuso, o qual esta
entremeado por escassos neutrofilos, eosindfilos e freqlientes mastocitos, com e sem

mastécitos degranulados. Apéndices cutdneos sem particularidades. Hipoderme constituida
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por tecido adiposo maduro e por delicados capilares com discreta congestéo e vasodilatacéo

(Apéndice 05 C).

4.6.4 Esponja integra

4.6.4.1. Duas horas — Cortes microscépicos de quatro fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme sem formar arranjo
especifico. Freqlientes mastocitos, maioria ndo degranulada, além de esparsos linfocitos,
histiécitos e raros neutréfilos e eosindfilos. Apéndices cutaneos sem particularidades.
Hipoderme apresentou capilaridade moderadamente dilatatada e congesta em um de quatro

fragmentos (Apéndice 06 A).

4.6.4.2. Quatro horas — Cortes microscopicos de quatro fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada constituida por duas a trés camadas sem particularidades, exceto em area
focal e restrita em um, de quatro fragmentos, no qual se observou que a camada de
queratindcitos estava descontinua, em continuidade com derme exibindo maior concentragéo
de células inflamatérias, representadas principalmente por mastocitos, mastocitos
degranulados, eosindfilos e neutréfilos, em meio a fibra colagenas espessadas e hialinizadas.
No restante da derme e nos outros fragmentos o infiltrado foi difuso e muito discreto.
Hipoderme constituida por tecido adiposo maduro e sem particularidades, entremeados por

capilares moderadamente dilatados e congestos (Apéndice 06 B).

4.6.4.3. Doze horas — Cortes microscopicos de quatro fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme delgada apresentando

discreto infiltrado difuso representada por freqlientes mastdcitos, raros eosindfilos,
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neutréfilos, linfocitos e histidcitos. Apéndices cutaneos sem particularidades. Hipoderme sem

alteracdo (Apéndice 06 C).

4.6.5 Espiculas isoladas

4.6.5.1. Duas horas — Cortes microscépicos de quatro fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme mostrando apéndices
distribuidos de forma habitual e sem apresentar particularidades, discreto infiltrado
inflamatorio constituido por neutréfilos, eosinofilos, linfécitos, histidcitos e frequentes
mastdcitos com raros degranulados. Discreta vasodilatacdo e congestdo em alguns vasos da

hipoderme, em um, de quatro fragmentos (Apéndice 07 A).

4.6.5.2. Quatro horas — Cortes microscopicos de quatro fragmentos de tegumento exibem
epiderme delgada constituida por duas a trés camadas sem particularidades, exceto em area
central, em um, de quatro fragmento no qual foi observada pequena area de descontinuidade
da epiderme, cuja borda estava constituida por queratindcitos com ndcleo condensado e
hipercromético exibindo no fundo derme apresentando material amorfo e hialino entremeado
por frequentes neutrdfilos e raros eosinofilos e mastocitos degranulados. Adjacente, derme
exibindo infiltrado discreto e difuso representado por eosindfilos e mastécitos. Apéndices sem

particularidades e vasos da hipoderme discretamente dilatados e congestos (Apéndice 07 B).

4.6.5.3. Doze horas — Cortes microscopicos de quatro fragmentos de tegumento exibiram
epiderme delgada sem particularidade com duas a trés camadas. Derme mostrando apéndices

distribuidos de forma habitual e sem apresentar particularidades, discreto infiltrado



59

inflamat6rio constituido por neutréfilos, eosinofilos, linfocitos, histiocitos e freqlientes

mastdcitos com raros degranulados. Congestéo na hipoderme mais evidente (Apéndice 07 C).
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5. DISCUSSAO

Apesar das dermatoses causadas por esponjas ja serem conhecidas, seu relato é escasso
na literatura nacional e internacional (BRAZIL, 1938; BURKE, 1997; BURNETT, CALTON;
MORGAN, 1987; HILBERT, 1955; ISBISTER; HOOPER, 2005; LORENZ-SILVA, 2004;
MATTA, 1932; ROSSON; TOLLE, 1989; THOMAS; SCOTT, 1997; VOLKMER-RIBEIRO;
BATISTA, 2007; VOLKMER-RIBEIRO et al., 2006). Além disso, ndo existe consenso, na
literatura consultada, se o componente ativador dessa dermatose seria parte integrante da
esponja ou um fator externo. No caso especifico da Amazdnia, os relatos apenas indicam que
a manipulacdo das esponjas causa dermatose, sem, contudo, indicar um possivel agente
patogénico. Assim sendo, objetivamos neste trabalho definir qual forma de contato com as
esponjas (integras, maceradas e suas espiculas isoladas) pode causar maior reacao
inflamatoria. Para isto, utilizamos a espécie Drulia uruguayensis que foi escolhida por ser a
mais abundante no local onde foi relatado, pelo autor (MAGALHAES, 2006), um incidente
ocorrido por contato com fragmentos de esponjas.

Nossos resultados mostraram que a aplicacdo de esponjas integras induziu maior
reacdo inflamatéria (p = 0,000005) que as esponjas maceradas e as espiculas isoladas. Da
Matta (1932) e Isbister; Hooper (2005) relatam casos em que o0 contato direto com a esponja

integra ocasionou forte dermatose. No entanto, em ambos 0s casos, 0s incidentes ocorreram
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dentro da agua (no rio ou no mar), significando que as esponjas estavam, presumivelmente,
vivas. Neste estado as poriferas, principalmente marinhas, produzem componentes como
alcaldides e purinas que tém comprovada acdo bioldgica, como: atividade antibacteriana,
antifingica, hemolitica, citotdxica, neurotdxica, letal, contrétil e contra células de linhagem
cancerigena (BERLINCK et al., 1996; CHEHADE et al.,, 1997; MURICY et al., 1993;
TORRES et al., 2000, 2002). No presente trabalho foram utilizadas esponjas mortas e secas, 0
que minimizou a possibilidade de algum agente biolégico, como os citados anteriormente, ter
tido influéncia em nossos resultados, apesar de ndo haver, na literatura, estudos quimicos
sobre as poriferas de 4gua doce da Amazdnia. A maior capacidade da forma integra de causar
reacdo inflamatdria pode ser devido a caracteristica morfoldgica da espécie D. uruguayensis.
Sua estrutura arborescente, com feixes de espiculas (megascleras) agregadas, forma
ramificacdes externas pontiagudas (VOLKMER-RIBEIRO; TAVARES, 1995), permitindo a
esponja integra, causar uma lesdo mais pontual e profunda da epiderme que as outras formas
de preparo, fato corroborado pela observacdo de que pequenos pedacos de esponjas integras
ficavam presos na epiderme dos animais por pouco tempo apds a aplicacdo, ao mesmo tempo
em que impediu a esponja como um todo de tocar a pele. Essas caracteristicas sugerem que 0s
mastécitos podem ter sido ativados pela perfuracdo da epiderme, alcancando o tecido
conjuntivo, agindo diretamente sobre os mesmos, por acdo mecénica (GALLI; TSAI, 2008;
METZ; MAURER, 2007), além de levar consigo algum componente bioquimico da esponja,
preso entre os feixes de espiculas, de natureza ainda ndo conhecida, como, também, material
da flora normal da pele dos animais experimentais que, somada a agressao fisica, induziram
reacdo mastocitaria com significante degranulacéo (p = 0,000310).

Lorenz-Silva (2004) relatou incidente ocorrido na cidade de Trés Lagoas, Minas
Gerais, Brasil, onde trabalhadores de limpeza urbana, foram acometidos de forte prurido e

inchaco nas pernas ap6s contato com um depdsito de espongilito/diatomito sedimentado no
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fundo de uma das lagoas, sendo a reacdo dérmica atribuida as espiculas presentes no depdsito.
O envolvimento de espiculas isoladas nas lesbes acima citadas é concordante com os relatos
de lesbes provenientes da confecgdo de ceramica por indigenas amazonidas (HILBERT, 1955;
MACHADO, 1947) e lesdes oculares, em criangas, causadas pelas gemoscleras isoladas na
regido de Araguatins, Estado do Tocantins, Brasil (VOLKMER-RIBEIRO et al., 2006). Além
disso, a silica € relatada na literatura como associada a diversas patologias, como silicoses,
inflamacdo aguda nos pulmdes, desordens auto-imunes e cancer (HAMILTON; THAKUR;
HOLIAN, 2008), além de interferir na capacidade de células dendriticas derivadas da
linhagem mieldide em responder ao lipopolissacarideo (LPS), ao oligonucleotideo citocina-
fosfato-guanina (CpG) e ao &cido poliinosinico:policitidilico (Poli I:C) (BEAMER, 2008). O
contato com os cristais de silica (SiOH) pode, pelas hipéteses existentes, causar lesao tecidual
pela apoptose de macrdéfagos que falharam em fagocitar suas particulas, pela liberacdo de
citocinas como TNF-a, IL-1p, MIP-1, MIP-2, MCP-1 e CXCL-8 ou pela producéo de radicais
livres como peroxinitrito (ONOOO,") (HAMILTON; THAKUR; HOLIAN, 2008; PERNIS,
2005).

Por esses motivos, foi feita a aplicacdo de espiculas isoladas para verificar se haveria
participacdo destas no processo inflamatorio causado pelas esponjas integras. No intuito de
obter espiculas separadas e isoladas do corpo da esponja e dos contaminantes ambientais,
foram tentadas as técnicas descritas por Volkmer-Ribeiro (1985) — acido nitrico a 65% - e
Schénberg (1999) — solucdo de agua régia 70% e de acido nitrico a 70%. Ambas foram
inadequadas para este trabalho por que os autores utilizaram essas técnicas para fins
taxondmicos, onde resquicios ambientais ndo interferem na identificacdo especifica das
esponjas. Para o nosso trabalho, eram necessarias espiculas soltas e isoladas (livres de
qualquer contaminacdo ambiental). Para isso, utilizamos &cido cloridrico PA, por ser

altamente corrosivo para componentes organicos e alguns inorganicos. O resultado, ap6s
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remocao do acido e da matéria dissolvida, em espiculas sem alteracdo morfolégica e livre de
residuos ambientais. Entretanto, pelo fato da forma de separacdo ter sido a decantacdo, as
espiculas das gémulas, ou gemosclera, por serem menores e mais leves que as outras
espiculas, as megascleras, foram perdidas durante o processo de isolamento.

Ao testar a capacidade indutora das espiculas isoladas, nossos resultados mostraram
que, estatisticamente, ndo houve envolvimento dessas espiculas na reacdo inflamatdria,
sugerindo que estas apenas facilitam a entrada de outros agentes agressores. Essa idéia esta de
acordo com as proposicdes de Burke, 2002, Rosson; Tolle (1989) e Thomas; Scott (1997), os
quais sugerem que o ferimento por espiculas permite a entrada de toxinas da esponja na pele,
culminando na reacdo inflamatéria observada. Embora os relatos de Hilbert, 1955; Lorenz-
Silva, 2004; Machado, 1947 e Volkmer-Ribeiro et al., 2006, atribuam as espiculas a reacao
inflamatoria observada, nos respectivos estudos, os locais em que ocorreram as lesdes (dentro
da agua ou manipulando argila com espiculas) permitem deduzir que, provavelmente, as
espiculas mais facilitaram a entrada de outro material, sendo este o real agente inflamatorio,
ao lesionarem os locais de contato, do que provocaram, elas mesmas, um reacdo inflamatoria.

Mas, ao observar as lesdes histopatologicas na aplicacdo com espiculas, a lesdo
surgida na quarta hora foi a mais agressiva, com descontinuacdo da epiderme maior que na
esponja integra, o que contradiz os dados estatisticos. No entanto, as lesdes, em todas as
aplicacdes, a excecdo do normal, ocorreram em um Unico animal de cada grupo. Uma
possibilidade para o aparecimento destas lesfes talvez seja uma maior suscetibilidade de
alguns animais, para responderem mais acentuadamente as escarificacbes e, durante a
separacdo dos animais em grupos para 0s experimentos, esses animais terem sido colocados
juntos no grupo da 42 hora. Porém, pelo padréo das lesdes, nas aplicacbes da esponja integra e
macerada, essa possibilidade parece ndo ser a mais correta. Diversas caracteristicas da

espicula, na aplicacdo das mesmas, auxiliam o entendimento de uma lesdo mais extensa,
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porém sem ativar mais fortemente as células. Pelo fato das espiculas serem muito leves, a
quantidade necessaria para atingir os 10 mg utilizados no experimento, foi maior do que a
usada na aplicacdo das esponjas macerada e integra. Além disso, as megascleras tém as duas
pontas afiladas (VOLKMER-RIBEIRO; TAVARES, 1995), podendo provocar, durante o
atrito de um minuto, a perda da camada epidérmica do animal. Entretanto, tendo a leséo
surgida em apenas um animal deste grupo, esta se torna mais sugestiva da manipulagéo
durante a aplicacdo do que pelo contato com as espiculas ou suscetibilidade dos animais.
Corroborando esse raciocinio, observamos, na aplicacdo da esponja macerada, que o atrito
provocou o adelgacamento do epitélio, sugerindo que a existéncia de pedagos pequenos, mas
suficientemente rigidos podem causar essa injdria, ou 0 contato direto com todos o0s
componentes da esponja, incluindo ai algum agente quimico ou bioquimico ndo conhecido,
possa ter atuado como abrasivo para causar a lesdo, mas ndo suficiente para romper a
epiderme. Isso explicaria a pouca capacidade lesiva, por parte das esponjas maceradas e
espiculas isoladas, que pareceu ser imediata e de réapida recuperacdo, pois ndo € visto
processos cicatriciais nos cortes histologicos de doze horas e pelo fato das esponjas terem
provocado reacdo inflamatéria na primeira hora. Apesar do tipo de lesdo ser mais pontual e
profundo, a reacdo inflamatéria pelas esponjas integras também foi imediata e com
recuperacado répida, concordando com o padrdo da lesdo que mostra uma restrita area afetada

pela penetragdo da ponta mais externa dos feixes de megascleras.
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6. CONCLUSOES

A forma integra causou maior reacdo inflamatoria, seguida da forma macerada.

As espiculas isoladas (megascleras), purificadas e autoclavadas, ndo causam reagdo
dérmica, mas podem provocar injdrias mecanicas que facilitam a entrada de outros

agentes indutores de reacdo inflamatoria.

As esponjas maceradas possuem baixa capacidade de induzir reacdo inflamatoria,
provavelmente por ndo possuirem os feixes de espiculas que permitem penetrar na

epiderme e invadir o tecido conjuntivo.

Por ndo ter sido estudado os outros componentes da esponja, tais como: gemoscleras,
compostos quimicos, microbioldgicos, dentre outros, que representam 38,3% do peso total
da esponja, estes deverdo ser investigados em trabalhos futuros para verificar as suas

participacBes na lesdo causada pela esponja integra.
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APENDICES

APENDICE 01 - PROTOCOLO PARA COLORACAO PELA HEMATOXILINA-EOSINA

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

(BEHMER et al, 2003)

Desparafinar, hidratar;

Lavar em agua de torneira por 5 minutos;

Corar pela Hematoxilina de Harris por 5 a 15 minutos;

Lavar em agua de torneira por 5 minutos e limpar as laminas;

Diferenciar em alcool-acido até que os nucleos figuem bem diferenciados;
Lavar em agua de torneira por 10 minutos;

Corar pela eosina por 3 a 5 minutos;

Lavar em agua destilada;

Desidratar;

10) Montar.

Resultados: Azul — ndcleo, bactérias e calcio;

Resultados: Rosa — citoplasma;

Resultados: Vermelho — hemacias e granulacdes eosinofilicas

Resultados: Azul-claro — mucoproteinas
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APENDICE 02 — PROTOCOLO PARA COLORACAO PELO AZUL DE TOLUIDINA

(COPETTI, 2004).

1) Desparafinar, hidratar;

2) Lavar em &gua de torneira por 5 minutos;

3) Corar pela Solugéo de Toluidina por 1 minutos;
4) Lavar rapidamente em agua destilada;

5) Alcool etilico absoluto em trés passadas;

6) Xilol: 3 passadas;

7) Montar.

Resultados: Azul — ndcleo;

Resultados: Vermelho — mucopolissacarideos acidos e granulagcdes dos mastécitos;
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APENDICE 03 — ASPECTO HISTOLOGICO DO TEGUMENTO DE CAMUNDONGO

TRICOTOMIZADO. AUMENTO 10X

a) Aspecto ap6s duas horas da tricotomia;

b) Aspecto ap0s quatro horas da tricotomia e

c) Aspecto apds doze horas da tricotomia.







APENDICE 04 - ASPECTO HISTOPATOLOGICO DO

ESPARADRAPO. AUMENTO DE 10x

A) Aspecto ap6s duas horas da aplicacao;

B) Aspecto apds quatro horas da aplicacao e

C) Aspecto ap6s doze horas da aplicagdo.
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APENDICE 05- ASPECTO HISTOPATOLOGICO DO TEGUMENTO DOS ANIMAIS

QUE RECEBERAM APLICACAO DE ESPONJAS MACERADAS. AUMENTO DE 10X.

A) Aspecto ap6s duas horas da aplicacao;

B) Aspecto apds duas horas da aplicagdo e

C) Aspecto ap6s duas horas da aplicacéo.
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APENDICE 06 - ASPECTO HISTOPATOLOGICO DO TEGUMENTO DOS ANIMAIS

QUE RECEBERAM APLICACAO DE ESPONJAS INTEGRAS. AUMENTO DE 10X.

A) Aspecto ap6s duas horas da aplicacéo;

B) Aspecto apds quatro horas da aplicacao e

C) Aspecto ap6s doze horas da aplicagdo.







APENDICE 07 - ASPECTO HISTOPATOLOGICO DO TEGUMENTO DOS ANIMAIS

QUE RECEBERAM APLICACAO DE ESPICULAS ISOLADAS. AUMENTO DE 10X.

A) Aspecto ap6s duas horas da aplicacéo;

B) Aspecto apds quatro horas da aplicacao e

C) Aspecto ap6s doze horas da aplicagdo.
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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